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 ヒトの体内に数万種類あるともいわれるタンパク質は，触媒機能，細胞小器官の主成分
としての構造形成，物質輸送担体，生体防御，情報伝達など様々な生理学的機能を担って
おり，生命科学ではタンパク質の合成及び分解の研究が主流となっていた。本研究では 26
Ｓプロテアソームによるタンパク質の分解機構及び動作機構の解明を目的とする。 
タンパク質の分解には 26Ｓプロテアソームと呼ばれる，分子量 250 万の巨大なタンパク
質分解酵素複合体が大きく関与しており，分解を担うコア部分となる 20Ｓプロテアソーム
と，その制御ユニットとなる 19Ｓ複合体から構成される。20Ｓプロテアソームは相同性の
高いαサブユニット 1～7 の 7 つのサブユニットから構成されるドーナツ状のαリングと，
同様に相同性の高いβサブユニット 1～7の 7つのサブユニットから構成されるβリングが，
α，β，β，αの順で結合した計 28 個のサブユニットからなる筒状の構造をしている。また
異なる 3 つのタンパク質分解触媒活性部位を有しており，筒状構造の内側のβ1，β2，β5
サブユニット上にそれぞれカスパーゼ様 (酸性アミノ酸のC 末端側を切断する活性)，トリ
プシン様 (塩基性アミノ酸のC 末端側を切断する活性)，キモトリプシン様 (中性疎水性ア
ミノ酸のC 末端側を切断する活性)の触媒活性部位があり，これらはC 末端側のスレオニ
ン残基が関与している。筒状構造の外側に位置するαリングは，αサブユニットのN 末端
領域によって中央の穴の部分が塞がれたような形になっており，触媒活性部位を持つ筒状
構造内腔部にタンパク質は自由に入り込めなくなっている。そのため 20Ｓプロテアソーム
単体ではタンパク質を分解することができず，制御ユニットである 19Ｓ複合体が結合する
ことで中央の穴が開かれ，タンパク質を取り込んで分解することができる。 
タンパク質分解経路にはリソソームによる分解と，26Ｓプロテアソームによる分解があ
り，26Ｓプロテアソームが関与する分解経路をユビキチン-プロテアソームシステム (UPS) 
という。ATP 依存性のタンパク質分解因子であるユビキチンが分解標的タンパク質と共有
結合し，19Ｓ複合体が有するユビキチン受容体と会合することによって 26Ｓプロテアソー
ムに輸送され，分解標的タンパク質が分解される。UPS により分解されるタンパク質の中
には，Inhibitor-κB (I-κB) の様ながんなどの各種疾病において重要な働きをするものが多い
ことが知られており，その分解を選択的に阻害する低分子化合物は，従来の抗がん剤とは
異なる作用機序で働く選択性の高い薬剤になると期待されている。2003 年には合成プロテ
アソーム阻害剤であるボルテゾミブ (ベルケイド) が多発性骨髄腫の治療薬としてアメリ
カで認可された。従来の抗がん剤よりも副作用が少なく，有用性が高いことが注目され，
それ以来プロテアソーム阻害剤の網羅的な探索が盛んに行われてきた。そして新たに鳥取
大学の久留らにより新奇阻害剤が発見された。より阻害能の高い阻害剤の創製には，新奇
阻害剤と分解コア部分である 20Ｓプロテアソームの複合体の構造を明らかにし，阻害剤が
どの部位に結合し阻害しているのか，さらに活性部位にどのような影響を与えているのか
明らかにする必要がある。そこで 20S プロテアソームと新奇阻害剤との複合体の構造を明
らかにするため，X 線結晶構造解析に着手した。またUPS の根幹をなす 26Ｓプロテアソ
ームと，ユビキチン化された被分解タンパク質との相互作用，動作機構の解明を目的とし
て，高速原子間力顕微鏡 (HS-AFM) による動画による実観測を行った。 
	 20S プロテアソームは酵母菌を用いて発現させ，M2 アフィニティ及び強陰イオン交換カ
ラムクロマトグラフィーにて単離，精製した。20S プロテアソームを限外濾過により目的
濃度 (10 mg / mL) まで濃縮し，新奇阻害剤 (20 mM) 存在下で，0.1 M MES-NaOH (pH 6.5)，
50 mM 酢酸マグネシウム，25% MPD を沈殿剤とする条件でシッティングドロップ蒸気拡
散法による共結晶化を行い，柱状結晶を得た。得られた結晶の回折強度データを SPring-8 
BL44XU にて収集し，分子置換法により位相を決定し，結合部位の同定を行った。その結
果，キモトリプシン様触媒活性部位を有するβ5 サブユニットに新奇阻害剤が会合している
ことが分かり，分解に関与するC 末端側のスレオニン残基と水素結合を形成していること
を特定した。また 20Ｓプロテアソームと新規阻害剤存在下で，20Ｓプロテアソーム活性化
剤として知られるドデシル硫酸ナトリウム (SDS) と，消光性蛍光基質ペプチド
Suc-LLVY-MCA (ex. 380 nm / em. 460 nm) を用いてキモトリプシン様活性の阻害実験を in 
vitro で行い，最適阻害条件の探索を行った。測定条件としては，1 µg / mL 20S プロテアソ
ーム，0〜100 µM 阻害剤，40 µM Suc-LLVY-MCA で行い，阻害率 33％の結果を得たが抗
がん剤として用いるには Inhibitor concentration 50 (IC50) と呼ばれる，阻害率 50％が基準と
なるため，更なる最適阻害条件の決定が必須である。 
HS-AFM による観察については，26Ｓプロテアソームは酵母菌を用いて発現させ，M2
アフィニティ及びゲル濾過クロマトグラフィーにて単離，精製した。またユビキチン化さ
れた被分解タンパク質は大腸菌を用いて発現させ，Ni2+アフィニティにより単離，精製を
行った。現在，26Ｓプロテアソーム単体でのHS-AFM による観察を行っており，観察装置
はNanoExplorer 標準スキャナであり，観察条件はサンプル濃度 2 µg / mL，カンチレバー
BL-AC10DS-A2 (Olympus)，解像度 200×200 ピクセル，液中AC モード形状像，走査速度
1 frame / sec (1 sec / frame)，室温にて観察した。その結果 26Ｓプロテアソーム単体での観察
に成功しており，続いてユビキチン化された被分解タンパク質との共存下での最適観察条
件の探索を行っている。 
